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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® IviSdiS^ vjn P^SfnJn V ° n Gemischen einfach aktivlerter ™* ™ht aktivierter Polyoxyalkylene zur 

® Die Erfindung betriffi efne Methode zur Herstellung von 
hochrefnen, spezfflsch efnseitig aktivierten/funktJonalh 
sierten Polyoxyalkylenen, die vorwiegend zur Kopplung 
an Proteine und anderen bfologisch aktive Moiekule efn- 
gesetzt werden. Dfe Methode fst geeignet, Gemlsche von 
einfach aktivferten Polyoxyalkylene mft nicht reaktiven 
Polyoxyalkylenen zur Verfugung zu steilen, dfe efne Ver- 
netzung der Proteine durch mehrfach aktfvferte Polyoxy- 
alkylonmolekule ausschlfeSt und damft vlelfaltfge Kom- 
plikatfonen bei der Modifizierung biologtech aktiver Moie- 
kule und Proteine vermeldet 
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Beschreibung 
Hintergruod der Erfindung 

[0001] Biologisch aktive Molekiile, vor allem Proteine und Enzyme steueni und regulieren vielfaltige Lebens- und 
StoffwechselvorgSngc in lebenden Organismen. FOr vide medizinische Indikationen und Anwendungen wurden daher 
chennsch oder biochcmisch hergestellte Proteine entwickelt, die ein auBergewohnlicbes Wirkungsspektrum entfalten. 
Ala nachteiiig bei diesen auf reinen Proteinen basierenden Therapien haben sich m6gliche antigene Wirkungen der ver- 
abredchten Proteine erwiesen. Dariiber hinaus konnen diese auf Proteinen basierenden Medikamente im allgemeinen 
nictat oral sondem nur per Injektion verabreicht werden. Auch werden sie relativ schnell Uber die Niere ausgeschieden, 
das beiBt ae haben im Organismus nur eine sehr begrenzte Halbwertszeit Eine Vielzahl von Arbeiten haben sich rait der 
Kopplung verschiedenster synthetischer wasserloslicher Polymere an solche biologisch akliven Molekiile beschafugt, 
mit dern Ziel mogliche antigene Wirkungen zu verhindern, sowie die Halbwertszeit im Organismus zu erhohen (Del- 
g uFi^ 1 ?*' G R f^f' D ' °^ Rev ' ^ ^ Canier Syst 1992, 9, 2549-304). Als besonders geeignet haben 
sichdabei Polyox^^ 1 erwiesen. (RezaMehvar,LPhar- 



Strukrurformel 1 

ROCHzCH^OCHzCH^OH (=ROPOE-OH) 
mit R = H: alpha-omega-Dmydroxypolyoxy ethylen 

mil R = Aryl oder Alkyl alpha-hydroxyHomega-Alkoxypolyoxyethylen bzw. alpha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxy- 
emyicn 

und n = 5 bis 2000 

[0002] Polyoxyethylene vereinen fur diese Anwendung eine vielzahl von Vorteilen. Sie sind hervorragend wasserlos- 
hch Sie zeigen praktisch keine antigene Wirkung. Sie werden enzymatisch nicht abgebaut, sind jedoch bakterieU abbau- 
bar. Sie weisen in wassnger Losung bedingt durch ihre Koormnationsphare mit Wassermolekfllen ein extrem groBes hy- 
o^ynamisches Volumen auf. UbHcherweise werden zurModifizierung von Proteinen die Polyoxyethylene cherrrisch an 
rxeie Amino-, Hydroxy, Thiol- oder Carboxygmppen des Proteinmolekuls gekoppelt Die meisten Arbeiten beschaftigen 
sich mit der Kopplung der Polyoxyethylene an die freien primaren Aminogruppen der Proteine, vor allem der Amino- 
s&ure Lysin (Veronese, R M., Caliceti, P, Schiavon, O., Sartore, L. in Polyethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and 
Biomedical apphcahons; Plenum Press; New York 1992, Seite 127-136). Ziel ist eine einzelne oder eine defimerte An- 
zah I Pblyoxyethylenketten an ein Proteinmolekill zu binden, ohne die biologische Aktivitat wesentlich zu verandern je- 
doch die Halbwertszeit des Proteins im Korper zu erhohen und die antigene Wirkung zu vermindern. Vielfaltige Unter- 
suchungen haben gezeigt, dass die gewflnschten Wirkungen wie z. B. ErhOhung der Halbwertszeit des Proteins im Kor- 
per inU zunehmenderMolmasse der Polyoxyalkylene verbessert werden konnten. Fur die Kopplung an die Proteine wer- 
den Poiyoxyalkylene an den freien Hydroxygruppen aktiviert, das heiBt die freien Hydoxygruppen chenrisch so umge- 
setzt, dass reakuve Gruppen entstehen, die in einfacher Weise mit den freien Amino-, Hydroxys Thiol oder Carboxyl- 
gruppen des biologisch aktiven Molekflls reagieren. Es wurde eine Vielzahl von Kopplungsreakrionen entwickelt urn Po- 
lyoxyethylene/Polyoxyalkylene an biologisch aktive Molekiile chemisch zu binden. (ZaHpsky, S Lee, C in 
Polyethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press* New York 1992, Seite 
IV "? 70; Kinstl< ^_?' B - G 81 "^ N. K, Farrar C. E, Der*ince, R. B. US 5,985,265). Beispiele fur Reaktionen die zur 
Akuvierung von Polyoxyethylenen ruhren sind, einschlieBHch der resultierenden aktivierten Polyoxyethylenderivate in 
den folgenden ReaktionsglBichungen 1-4 wiedergegeben. 



Reaktionsgleichung 1 

o 

o Q 



OCH^OH H °" N yD II 

RO-POE-OH ; 2—^ ro-PQE^CH^O-N 




Reaktionsgleichung 2 

ci 



X. 



N N 
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RO-POE-O^N^CI 
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RO-POE-OH RO-POE-o"%^S 



Reaktionsgleichung 4 



10 



^o 

RO-POE-OH !TL^_ R0.P0E-0-,CH 2 , K -< O 

H 15 
Ki y Xw 0n ^^^^y^^y^hyleoen entstehec bei der Aktivierung alpha-omega-diaklivierte 

SS^f^ ^ ^ ^v*™* cusfach ^^viert^ega-Alkoxypolyoxye^ 

manen ^pha-hy^yHamega-alkoxy-Pdyoxyelbylene zu monoaktivierteo pSyoxyethylenen umgesetzL daTakfr 
viertePolyoxyethykne mehrere Proteine vemctzen kSnnen. Die Vemetzung von Protdnen dutch zwJScSt^elt 
^^nehatAeaufde^^^ 

^^ ne ?? r , ZUSat2llChe ' «"fwcDdige Reirigung der modifizierten Proteine zurFol R e 2 
[0005] Die Synthese darPolyoxyalkyleoeD selbst erfolgt durch amonische, alkalische Polymerisation von Alkvlenoxi- 

1^ ^??^^ m an In ^to^rion (Alkoholat-, Amid- oderim einfachsten Fall ein HydroxidS Z- 

I^T^^T^t^^t^ V^*™^* 5a, 5b) (lit: UUrnannS^-f 
inau^ai uiemistry 5. Ed VoL A2l, S. 583). Durch Verwendung voo Glycidol als Comonomer k5nnen nach dem olei 
chen Rcaktionsschema verzweigte Polyoxyalkylene (Rcaktionsgleichung 6a, 6b) her^Sn 8 
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Reaktionsgleichung 5 
Synthese von linearen Polyoxyalkylenen 

a)R 2 XH + B" — — ►R 2 X+BH 

, . n 2v/ 4 1 . Polymerisation 40 

nCHa-CHR' — ► R^XCHaCHR^OCH.CHRi^OH 

O 



45 



Reaktionsgleichung 6 
Synthese von verzweigten Polyoxyalkylenen 

a)R 2 XH + B" — ►R 2 X+BH 

bJR^ + nCH^HR^CH^HCH^H yPo *™™°" » 

\ / \ / 2.H+ 55 

o o 

R 2 X(CH 2 CHR 1 0) p CH 2 CH (OCHzCHR^OH 
CH 2 (OCH 2 CHR 1 ) m OH 

mil R 2 = AlkyU AryL H Oder CilWCH, X= O oder NR 3 und n = S bis 2000 R 1 = Alkyl oder H und R 3 = AlkvL Arvl oder 
H, B = Base und m, p, n ganze Zahlen, fBr die gill dass ra +p kleiner als n ist, AlKyl, Aryloder 
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CHr-CHR 1 
\ / 
O 

wild ira weiteren als Alkylenoxid bezeicbnet 

CHa-CHCHzOH 
\ / 
O 

wird ira weiteren als Glycidol bezeichnet 

R*XH wird im weiteren als Imtiatorraolekiil Sir die anionische Polymerisation des Alkylenoxids bezeichnet 
R X~ wird im weiteren als Initiatoranion bezeichnet 

[0006] Im Falle von R 2 = Alkyl oder Aryl und X = O entstehen alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxycthylen bzw. al- 
ph^hydroxy-om^a-Arybxypolyoxyalkylene. Ira Falle von R = H Oder R 2 = Alkenyl-OH entstehen alpha-omega-Di- 
hydroxypolyrayalkylene Bedingt durch die gangige Synthese der alpha-hydioxy^tnega-Alkoxypolyoxyethylene gemaB 
Reaknonsgleichung 5a, b enthalten diese wegen der Reaktion des Alkylenoxids mil Spuren von im Alkylcnoxid oder In- 
matormoleku enthaltenen Wassers und bedingt durch KcttenObertragungsreaktionen immer einen mehr oder weniger 
f^a^ oZ, ^^ e8 ^^ Xy " Poly0Xye,hylenen ^ eonar ^» M., Dellacherie, B. Makromol. Cbem. 189, 
i u u il ( ))- W alpiia-om^a-dihydiDxy-Polyoxyethylenen nimmt nrit zunehmenderMohnasse der 

alph^hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylene ebenfells zu. Die alpha-omega-dihydroxy-Pblyoxyethylene reagieren 
bet der Akuvterungsreakuon wie oben beschrieben zu alpha-omega-di-aktivierten Polyoxyethylenen, die bei der Kopp- 
lungsreakdon mehrcre Proteme vernetzen. Diese vemetzten Protcinspezies zeigen im allgemeinen deutlich verringerte 
taologische Akhvitat und verursachen bei der Applikanon antigene Reaktionen im Organismus (Zalipsky, S., Lee, C in 
Poly(ethylcne glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kmstle^O. B., GabneL N. E., Fanar C. E., Deprince, R. B. US 5,985,265). Aus diesera Gnrade erfoidert die 
Oegenwart der alphMmega^lmydroxy-Polyoxyethylen- bzw. da alpha-omega-diaktivierten Polyoxyethylen-Menmrei- 
nigungen aufwendige und teuere Nachreirrigungen der Polyoxyethylen-modinzierten Pnrteine. Zudem geht ein nicht un- 
wesentbcher Tfeil des teuren Ausgangsproteins durch die \fernetzungsreaktion verloren 

K ^ m ) Gefien ^ da2U «" alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene die ftoteinmodifizierung und Proteinkopp- 
lungnicht, da sie ui Folge der vollstitadigen Veictherung der Endgruppen nicht weitcr akti viert werden konnen und nichi 
an JToteme koppeln konnen. 

[0008] Die voriiegender Erfindung zugruncb liegende Aufgabe bestand somit darin Gemische aus spezifisch alpha-hy- 
toxy^mega-alkoxy-Polyoxyalkylene nrit alpha-omega^alkoxy-Polyoxyalkylcnen, die keine oder nur mimniale \fer- 
unreimgungen an alpha^mega^hydroxy-Polyoxyalkylenai enthalten sowie eine Methode zu dercn Herstellung zu ent- 
wickela Diese Oermscbe rnussen leicht in spezifisch einfach aktivieite Polyoxyalkyiene und alpha-omega-dialkoxy-Ptv 
lyoxyalkylene uberfiihrbar sein und diirfen keine oder nur minimale Anteile tnehrfech akuvierter \ferunreimgungen ent- 
halten. Die Aufgabe der vorhegenden Erfindung kann auch durch direkte Herstellung von Gerniscben, die aus spezifisch 
einsang akUvierten Polyoxyalkylenspezies (alpha-aktivierte^rnega-alkoxy-Polyoxyalkylene oder alpha-aktivierte- 
on^a-hydroxy-Polyoxyalkylene) tnit nicht akUvierten alpha-omega^alkoxy- oder nicht aktivierten alpha-ome£a-di- 
hyoYoxy-Polyoxyalkylenen bestehen, die keine oder nur minimale Anteile alpha-omega-mehrfach aktivierte Pblyoxyal- 
kylen-Verunreimgungen enthalten, erreicht werden. 7 
[0009] Oberraschenderweise konnte diese Aufgabe wie im weiteren beschrieben durch einen aus vier Sctaritten zusam- 
mengesetzten Ptozess geldst werden, ausgehend von einem Initiatormolekul fur die anionische, alkalische Polymerisa- 
tion von Alkylenoxideo, das folgende \braussetzungen erfUllt: 

Das Initiatormolekul muss mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder SUckstoffgruppe aufweisen 
und ^ichzejug eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgmppe (im weiteren gekennzeichnet 
durch X 7, che unter alkalischen Bedingungen stabil geschiitzt ist, enthalten. Das acide Wasserstoffatom (H) wird im 1 
ReakUonsschntt nut ewer Base wie zum Beispiel Alkali- oder Erdalkalirnetallen, AlkalimetaUalkoholaten, Alkalimetall- 
hydnden oner A^metolklkylen zum entsprechende Initiatoranion umgesetzt, das die anionischen Polymerisation von 
^ enoxio^nleitet DieSchutzgrui^ 

Al^tooxidpolymensation. Die Schutzgmppe R 4 des Initatorrnolekiils muss nacb der Polymerisation leicht entfernbar 
sein. Die geschOtzte aktivierte oder aktivierbare Gruppe stellt eine Gruppe dar, die nach der Abspalrung der Schutz- 
gruppe direkt nut einem Protein regieren kann oder durch chenrische Umsetzung wie z. B. Veresterung, Amidierune 
leicht in eine aktivierte Gruppe umgewandelt werden kann. 8 
[0010] In einem bevorzugten Pallor Erfindung ist die aktivierbare Gruppe eine Hydroxygruppe. Das Initiatormolekul 
wirddbrch die aL>meine Pomel^-<A)-(R^(XH) e (nrit e = 1 bis 12, F he oben beschriK SchutzgniZ Adle 
geschOtzte aktivierbare oder aktivierte Gruppe, XH die OH oder NHRrGruppe, R 10 eine beHebige fineWoder ver- 
60 zweigteKohlenwass^toffte^ 12C-AtomenanderienXH-Re S tegebundensmaj = 0ode^ 

Im Falle von Verbmo^genmitzwei und mehreren XH-Endgruppen (e grofier oder gleich 2) entstehen verzweigte Poly- 
oxyalkyiene. Einen Sonderfall der Erfindung ist gegeben wenn die Sauerstoff- oder Suckstoffgruppe, di B das acide H 

^ ? U ,^ ^ JCh f n %? C geschUtzte ^vierbare Gruppe darsteUt In diesern Fall, wie beispielsweise bei t-ButanoL 
Benzylalkobol, Di- oder Iriphenylmethanol ist j = 0 und (A-X) = Sauerstoff. ^ 
65 [0011] Unter einer aktivierten Gruppe werden im weiteren reaktive Endgruppen von Polyoxyalkylenen verstanden die 
aus der akbvierbaren Gruppe hergestellt werden k6nnen und die befahigt sind das Pblyoxyalkylen chenrisch an eine re- 
aknve Ammo-, Thiol-, Hydroxy- oder Carboxylatgruppe eines Proteins oder Biomolekiils zu koppeln. Ihsbesondere wer- 
den folgende Gruppen unter einer aktivierten Gruppe verstanden: Eine Aldehyd-, Keto- oder Carboxylendgruppe eine 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



4 



DE 101 26 158 A 1 

print Aminoendgruppe, eine Suednimidylcarbonat-, Nitrophenylcarbonat-, Imidazolylcarbonat- und andere Carbonate- 
sterendgruppen, eine Succminiidylsuccmatendgruppe, cine SiKxnnimidylcarbonylendgrup|», eine Tbsylat- oder TYesyla- 
tendgruppe, eine Glyoxalendgruppe, cine Imidocsterendgnjppe, eine Dichlor-lriazinendgruppe, eine Isocyanalgruppe, 
eine Maleinimidgnippe, eine 2^-TWfluoretnansulfon^uiegrappe. Einen erfindungsgeniaB bevoizugten Sonderfall 
stellen Aldehyd- und Ketogruppen dar, da sie geschiitzt als Acetal eine geschtitzte aklivieite Endgruppe darstellen, 5 
[0012] Der zusammengesetzte Prozess ausgehend von dem ernndungsgemaBen Initiatormolckul besteht aus den fol- 
genden 4 Schritten (Die Reaktionsgleichungen werden am Bedspiel eines Initaitormolektils mil einer XH-Gruppe darge- 
stellt (e = 1), bei mehreren freien XH-Gruppen, entsteht in Reaktionsschritt 1 analog ein Initiatorpolyanion, das in Schritt 
2 zu einem verzeigteo einfach alpha-geschutzten<>niega-polyhydroxy-Polyoxyal^len mit e Hydroxyendgruppen rea- 
giert In Schritt 3 wird dieses zu einem verzweigten einfach alpha-geschu^en^mega-r^lyalkoxy-Pnlyoxyalkylen urn- 10 
gesetzt aus dem in Schritt 4 schlieBlich ein in alpha-Stellung einfach aktivierbares oder einfach aktiviertes poly-omega- 
alkoxy-Polyoxyalkylen resultierL) 



1. Schritt 

Oberfflhrung des beschriebenen Initiatormolekiils in das entsprechende Initiatoranion 

Reaktionsgleichimg 7 

Bass 

R 4 -(A)-(R 10 )XH ► RMA)-(R 10 )X- (fur e=1) 



bzw. 

Base 



Reaktionsgleichung 8 

fiire = 1 

R 4 -{A)-(R 10 )X- + nCHr-CHR 1 



bzw. filro 1 



1. Polymerisation 

2. Neutralisation (+«*) 

R 4 -(A)-(R 10 )j(Xle+nCH2-CHR 1 — ► 

\ / 

O R^AMR^pCfCHaCHR'O) ( n-i)/e(CH 2 CHR 1 OH)) e 



15 



20 



25 



R 4 -(AHR 10 )j(XH) e ► R 4 -(A)-(R 10 )j(X") e (fure>1) 

mit H = acides Wasserstoffatom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder ak- 30 
tivierbare Gruppe, X = O oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder C\ bis C 12 -Alkyl und a = 1 bis 7 und R 10 eine betf ebige lineare 
oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind und e = 1 bis 12 j = 0 
oderl). 

2. Schritt 35 

[0013] Anionische Polymerisation des Alkyleooxids an der Alkoholat- bzw. Amid-Gruppe des Imtiatormolekois zu ei- 
nem ^pha-gescfaUtztei^iiiega-hydroxy-Polyoxyalkylen (Reaktionsgleichung 8). Durch Copolymerisation eines Alky- 
leooxids mit Glycidol (3-Hydroxypropenoxid) (Reaktionsgleichung 9) konnen an dieser S telle auch zusatzlich Vferzwei- 
gungen geschaffen werden und damit auch trier alpha-geschfltzte-polyomega-hydroxy-Polyoxyalkyiene hergestellt wer- 40 
den, die aufgrund der Verzweigung weit grGBere Molmassen wie lineare alpha-geschfltzte-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
lene aufweisen kdnnen. " 



45 



\ / R 4 -(A)-( R 1 °)XC H 2 C H R 1 OC H2C H R 1 

O 50 

bzw. nach Neutralisation (+H*): 
^-(AHR^XCHzCHR^OCHzCHR^^OH 
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35 



Reaktionsgleichung 9 

R 4 -(A)-(R 10 )X- + nCHz-CHR 1 + CHr-CHCH 2 OH LEsteBsifeaBgn 



W W 2.+H 

O o 
io CHitOCHaCHRVOH 

[0014] Mil den oben genannten Bedeutungen von n, A, R 4 R l , R 10 , X und m, p ganze Zahlen zwischen 0 und 2000 wo- 
beigiltiii + p<n. 



15 



20 



3. Schritt 



[0015] Veretherung der im Schritt 2 gemaB Reaktionsgleichung 8 entstandenen freien - CHzCHR^H-omega-End- 
gruppe bzw. der entsprechenden freien omega-Alkoholatfunktion des alpha-geschutzten<>mega-hydroxy-Polyoxyalky- 
leo bzw. der gemaB ReaktionsglBichung 9 entstanden freien omega-hydroxy-Endgruppen mit einem Alkyheningsiea- 
,T Wie beis P iekwcisc eu*™ Alkylhalogenid oder einem Dialkylsulfat. Dabei enistehen gem&B Reaktionsglei- 
chung 10 aus den alpha-geschOtzten-oiiiega-hydioxy-Polyoxyalkylen alpha-geschatzte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene. 
Aus dm alpha-geschutzten^niega-poly.hydroxy-Polyoxyalky entstehen dabei alpha-geschUtzte-omega-poly-al- 
koxy-Polyoxyalkylece. In jedem Fall werden bei diesem Reaknonschritt alpha-omega-Dihydroxy-Polyoxyalkylene und 
alpha^ega-polyhyoioxy-Polyoxyalkylene, die im Schritt 2 als unerwunschte Nebenprodukte anf alien zu nicht reakti- 
ven alpha-omega-dialkoxy-Pblyoxyalkylenen und alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkylene. 



10 



1. +Base 

2. ♦ R*Y /-r 



RVAHR'VCHaCHR^OC^CHR^^OhT : 

^-(^-(R^jXC^CHR^OC^CHR^n^OR 5 (fQr e=1) 
bzw. 

f.+Base 

40 2 ♦ eR*Y / -or 

R^AHR^^CHjCH^O) (Mye(CH 2 CHR 1 OH)) 0 ► 

R 4 -(A)-(R 10 ) j {X(CH2CHR 1 O) (n-i^CHaCHR^HWe (fQr e>1) 

45 mit R 5 = Ci bis Cir Alkyl und Y = Halogen oder SO4-R 5 , n, e, j, A, R 4 , X, R l , R 10 haben die Bedeutungen wie oben. 

4. Schritt 

[0016] Abspaltung der Schutzgruppe (R 4 ) zur direkten Preisetzung der aktivierten Gruppe (A) oder zur Freisetzung der 
50 akbvierbaren Gruppe A und nachfolgenden Aktivierung der rreigesetzten aktivierbaren Gruppe (A). Entsteht nach der 
Entfernung der Schutzgruppe direkt ein Gemisch aus alf*a-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und alpha- 
omega^halkoxy-Polyoxyalkylenen kann dieses direkt mit Proteinen umgesetzt werden. Ist (A) nur eine aktivierbare 
Gruppe wie zum Beispiel eine Hydroxygiuppe, muB das Gemisch aus alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen 
und alpha^niega-dialkoxy.Polyoxyalkylfinen an der freien Hydroxygiuppe weiter zu einer aktiven, zu einer Reaktion 
55 mit einem Protein befShigten Gruppe umgesetzt werden. 

[0017] Einen SonderfaU der Erfindung stellt insbesondere die Abspaltung der Schutzgruppe R 4 aus einem Gemisch 
von geschiitzten alpha-alrtivierten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylenen und alpha-oniegaKfihydroxy-Pblyoxyalkylenen 
unter Auslassung des Schritts 3 dar. In diesem Fall, der nur moglich ist wenn die Abspaltung direkt zu einem alpha-ak- 
tivierten-Polyoxyalkylen filhrt, kann dieses Gemisch direkt zur Kopplung an Proteine eingesetzt werden ohne \faiietzun- 
60 gen der Proteine zu verursachen. Eine weiter Aktivierung dieser spezifischen Gemische aus alpha-aktivierten-omcga-hy- 
ojmy-Polyoxyalkyienen und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylenen ist nicht moglich, da sie unweigerlich zu zwei- 
fach aktmerten Polyoxyalkylenen fiihren wiirde. 

[0018] Bevorzugt wird fur den beschriebenen Prozess die Vcrwendung von Ethyienoxid zur Herstellung von Gemi- 
schen lmearer einfach alpha-aktivierter-omega-alkoxy-Polyoxyethylene bzw alpha-aktivierbarer-omega-alkoxy-Poly- 
65 oxyeihylene mit nicht reakdven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen und die Verwendung eines Monomergeraischs 
p^^ 3 ? 11 ^^ • Dnt 1-4 Gew.-%, bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol zur Herstellung von Gemischen verzweLter ein- 
fach alpha-aktoviert^^ oder einfach alpha- aknvieiter-poly-oniega-alkoxy-Poly- 
oxycthylene mit mcht reaktiven alpha-^ega-polyalkyl-Pdlyoxyethyleneii. ErfindungsgemSBe Schutzgruppen R 4 smd 
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leicht entf^bareSchutzgruppen fiir Hydroxygruppen, Amino- odor Aldehydgruppen, die unter alkaliscben Bedingun- 
gen stabil sind DemgemaB sind bevoizugte Initiatormolekiile einfach geschOtzte Di- und PolyhydroxyverWnduneen 
(einfach geschutzte Glykole, einfach gcschQlztes Pentaerythrol, Glycerin, TCmethylolpiopan oder einfach geschitate 
^ck^ctob) ^Uatemolekule gemaB der voriiegenden Erfindung sind demgernSB \ferbindungen der Strukturfonnel 
• c t •< [ " S auBXstoffl,indun g' nacI > <fer Umsetzung mit Alkylenoxid in Schritt 2 und der Alkylierune 5 

™£ ™ UDtCr 5aurcn h y driercnden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 lcicht gespalten werden 
[0019] ErfoKtogsgeraa^Alk^^ 

Strukturfonnel 2 

R^O-fCHzCHzOdH 10 

Strukturfonnel 3 

R^OCHrCCCHzOHfe 15 

Stnikrurformel 4 

R 4 -OCHrCR ll (CH20I02 20 

Strukturforrael 5 

R^OCH^CHOHX-CH^H 25 

Strukturfonnel 6 

HOCH2-(CHOH)rCH-{CHOH) 0 (CH a OH) 
OR 4 

benzyl. 2-Tettahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-ButoxymelbyL 2-Methoxvet- 

UDdd = Obis6,a = 0bi S 8,f=Obis4,g = 0bis4undR n = Ci-C6-Alkyl. * ' 

K B °*^^vo™gteImtiat^^ rinddaiuberhinam alpha-bydroxy-omega-Alde- 

1^^^^^ tew - Ketone «>™<= EH- und Polyhydroxyaldehyde und Ketone, 

Strukturfonnel 7 

R 8 Z 
\ 

R 6 -C-R 7 -(XH) e 
/ 



30 



35 



40 



45 



50 



Strukturfonnel 8 

z 

55 



(R^ R^C-R 7 -<XH) 0 



60 

R* = C t bis C 18 -Alkyl 

R* = H oder C\ bis C ir Alkyl 

L;Sx te ^&^ v =TS JES^SST ^ 1 bis 12 DAta "" M *- XH - Rcste 8ebun - . 

Z-0 oder S 

R 9 = Ci bis C^Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

[0021] Das heifit in der Formel fur das eifindungsgeraaBe Irutiatonnolekaie (R 4 -(A>(R l0 )j(XH)J ist K 4 gleich zwei R 8 
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Gruppeo ^bzw .eine -(CH^-Cxuppe und die geschfltzte aktivierte Giuppe (A) ein Aldehyd- bzw. Ketonhydrat R 6 - 
C(OH) r R - odcr Thioaldehydhydrat R 6 -C(SH)z-R 7 -, die als solche naturlich nicht existieren sondem in die korrespon- 
^erenden Aldehyde oder Ketone umlagem und nur in derForm der jeweiligen Acetale bzw. Ketale stabil sind. 
[0022] Gegenstand der Erfindung sind aucb die gemaB dem oben beschriebenen \ferfahren (Schritt 1 bis 4) hergestell- 
ten Gemiscne aus einfach aktivierten Pblyoxyalkylenen und mcht aktivierten unreaknven alpha-omega-dihydroxy-Poly- 
oxyalkylenen beziehungsweise Gemiscne von aJpha-aktiWerten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und unreaktiven al- 
pha-omega-dialkoxy-P6lyoxyalkylenen sowie Gemische aus alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und al- 
pna-on«ga-dialkoxy-Pblyoxyalkylenen, die einfach in die genannten Gemische, die nur mono-aktivierte Polyoxyalky- 
™ ^ jSf^ wenkD k6nnBn - ^ Massen der erfindungsgemaBen Gemische liegt zwischen 

1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0023] Die Gemische enthalten im allgenieincn 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% einfach aktivierte 
Polyoxyalkylene bzw, einfach aktivierbare alpha-hydroxyHomega-alkoxy-PolyoxyalkyLene und 04 bis 30 Gew-% be- 
vorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive alpha-omegaKfialkoxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivierten bzw diakti- 
vierbaren Verunreimgungen ist kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0024] Bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Geinische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung als aktivie- 
rende Gruppe eine Aldehyd- oder Ketogruppe enthalten und in omega Stellung eine oder mehrere Hydioxygruppen ent- 
halten mit alpha^megaKtihydroxy-PolyoxyemyleDen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 4 aus einem alpha-hy- 
droxyK>mega-Aldehyd bzw. Keton oder alpha-amino-omega-Aldehyd bzw. Keton sowie aus Di- und My-hydroxy-Al- 
dehyden oder Poly-hydroxy-Ketonen, die an der jeweiligen Aldehyd- oder Ketorunktion nut einer Acetal- oder Thioace- 
^ppe geschUtzt sind, als tauatormolekul (Strukturformel 7 und 8) und Ethylenoxid oder einem Gemisch aus Glyci- 
dol uml ^ybnoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomere hergestellt 
werden konnen. Die Gemische enthalten im aUgemeinen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% monoalde- 
hyd- bzw. -monoketofunkdoneUe Polyoxyalkylene und 04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive al- 
pha-ornega-dihydroxy-PoIyoxyalkylene. Der Anteil an diakUvierten bzw. diaktivierbaren Verunreimgungen ist kleiner 
1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0025] Besonders bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung 
alsakuviwende Gruppe erne Aldehydgruppe enthalten und in omega-Stellung eine oder im Falle von \erzweigungen 
menrere Alkoxygruppe(n) enthalten mit nicht reaktiven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. im Falle von Ver- 
TI? f^f "^^^S^PO^^^-Polyoxyetiiylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus einem, an der 
Aldehydfunktoon mit einer Acetal- oder Thioacetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder alpha-amino- 
omega-Alkanal bzw. Di- und Polyhydroxyaldehyden und Ketonen (Strukturformel 7 und 8) als InitiatormolekQl und 
Ethylenoxid bzw. einem Gemisch aus Glycidol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 
n^nc 7? yCl< ^ ^ Monomer HergesteHt werden konnen. Die Polyoxyalkylengemische enthalten im allgemei- 
^ ^ ° BW *- % ' ^vorzugt 90 bis 994 Gew.-% monoaldehyd- bzw. monoketofunktionelle Polyoxyalkylene und 
04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene. Sie sind dadurch 
gekennzeichnet, dass sie kleiner lGew.-% bevorzugt kleiner 0,2Gew.-% alpha-omega-dialkanaloxyl- oder alpha- 
omega-polyalkanaloxyl-Polyoxyethylene enthalten. 

[0026] Die mittleie molaie Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL * 4 

[0027] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus alpha-carboxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen mit nicht 
reaktiven alpha^mega-maltoxy- oder alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 
if* 3 ' 4 aus eanem » ™ a™ AldehydrunkUon mit einer Acetalgruppe geschUtzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder al- 
pna-ammo^mega-Alkanal bzw. Di- und Poly-hydroxyalkanal (Strukturformel 7 und 8) als initiatormolekfll und Ethy- 
lenoxid bzw einem Emyleiioxid/Glycidol-Geniisch als Monomer, mit abschlieBender Oxidation der in Schritt 4 fretee- 
setzten Aldehydgruppe zur Carbonsaure henjestellt werden konnen. Die Gemische sind dadurch gekennzeichnet, dass 
sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Ge W .-% alpha-omega-dicarboxy-Polyoxyethylene enthalten. Die mittleie 
^^^^ ^y°™gten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders bevorzugt zwischen 
JOOOund 75000 g/moL Die Gemische enthalten im aUgemeinen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew -% mo- 

o^^P^^ UIld ^ b " 30 GeW '" %, bevoi2Ugt 04 bis 10 Gew -- % ™ ht reaktive all*a-oniega- 

[0 ??? ] ^ Gemische konnen ' m bekannter Weise z. B. durch Reaktion der Carboxylgruppe mit N-Hydroxy-Succini- 
mid in Gegenwart von Dicyclctexylcartxxfiimid weiter zu Gemischen aus alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polvoxy- 
tfhylenen umgesetzt werden, die kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% di-aktivierte Polyoxyethylene enthal- 

[0029] Gegenstand der Erfindung sind weiter Genriscbe aus 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew -% alpha- 
hydroxy^mega-alkoxy-Polyoxyethylene mit 04 bis 30Gew.-% p bevorzugt 04 bis 10Gew.-% nicht reaktiven alpha- 
omega-malkoxy-Polyoxyemylenen, die gemSB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus den einfach geschiitzten Di- und Po- 
yhydroxyyerbmdungen (Strukturformel 2, 3, 4, 5) als mitiatormolekUl und Ethylenoxid bzw. einem Gemisch von Ethy- 
lenoxid mit genngen Mengen Glycidol (0,1 bis 4 Gew.-%, Glycidol bevorzugt 0,1-1 Gew.-%) als Monomer hergestellt 
werden konnen. Schritt 4 beinhaltet dabei die Spaltung der ursprQnglichen I^-Sauerstoif-Bindung. Die Gemische sind in 
aUenPMlen dadurch gekennzeichnet, dass sie weniger als 1 Gew.-%, bevorzugt weniger als 02 Gew.-% alpha-omeea-di- 
hydroxy-Polyoxyethyienebzw. alpha-omega-polyhyo^oxy-PoiyoxyethylBoe enthalten. 

[0030] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol. Die Gemische konnen in bekannter Weise zu Germschen aus alpha- akUvier- 
tei>K>mega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. zu Gemischen aus alpha-aku- 
vierten-poly-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen umgesetzt werden, die 
die genannten medrigen Konzentrationen an di-aktivierten oder poly-aktivierten Polyoxyethylenen enthalten. Die vedie- 
gende Erfindung bezieht sich dartber hinaus auf die Verwendung der genannten ernndungsgeinlBen Gemische von spe- 
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zifiseh einfcch alpha-aktivieiten-Polyoxyalkylenen mit nicht reaktiven Polyoxyalkylenen, die gemSB Schritt 1 bis 4 und 
giSb^v^okkSif 11 ' 161 ' Aktivicrunesreaktion z"65nglich sind, fur die Reaktion mit ftoteinen und anderen biolo- 

[0031] Insbesoodere beaeht sich die vorliegende Erflndung auf die Vferwendung der genannten erfirxiungsgemaBeo. 
Cjemiscbe aus i alpha-alkanaloxy-omega-hydnay-Polyoxyethyleneo und alpbaK.mega^ydroxy-Potyoxyethylenen so- 
vwe auf dieVcwraidungder alpha-alkanaloxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxy- 
ethylenen die dadurch gekennzeichnet sind, dass die Gemische keine odernur nrinimale alpha-omega-dialkanaloxy-Po- 
r«S^i ^ D ?,^ ,alten ' flir Reaktion Pfoteinen und anderen biologiscbe aktiven Molekiilen. 
10U3ZJ Die Erflndung wir nun anhand von eiirigen Beispieleo naher verdeutlicht 

Beispiell 

Herstellung ones Gemischs aus alpb^-{propan-l-al-3-oxy)-omega-b U toxy-Polyoxyethylens (molare Masse 4950 g/mol) 
nut alpha-omega-di-butoxypolyoxyethylen (molare Masse 9500 g/mol) 

^L ZU ^^""io 0 ? ^^g^Dietboxy-l-propanolin lOmlTHFin einem Druckreaktor bei Raumtempera- 
SEfS'"!^ 8^P hB »y^%lkaU'«ngelostin lOmlTHFgegebenbismeFamungverschwindZAn- 

schbeBend werden 55g Bfoylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden gertthrt. Nach der Abreaktion 
tSXT^uZt? N f? H T f 8e ? eben und a^eBend 1-Chlorbutan im tWhuss zugegeben (4 g) und 
M r^ 8 .^ 035 Reaktions S cmi8ch ^ in Diethylether gegossen und das unloflfcbe PolynKrge- 

misch aus fl ^pha^l4-Di^oxy-^xy-piop a n>omeg a .butoxy-Polyoxyethylenen und alpha^mega-Dibutoxypolyoxy- 
ethylen >a bnltaert Das Polymer wird in Wasser gelfist mit Salzsaure bis pH 2 angesiuert un^2Suinden auf 9$cSi 
AnschlieBend wird das entstandene Ethanol als Ethanol-Wasscrgemisch untcr Vakuum abdestilliert, die Losing mit Na- 
bomauge neutrabsiert und das Polymeigemiscb crneut in Diethylether gefallt und filtriert. Wassrige GelchromaLrrapnie 
des resuWnden Polymetgemischs mit Polyoxyethylenstandards zeigteine Vferteilung mil einem Hauptpeak beieiner 
mitllemn molaren JMasse von 4950 g/mol Uberlagert von einem kleinen Peak bei 9500 g/mol. Die Endgruppenuntersu- 
oShSmis ^ ^ V f ^ T BUIyl " m Aldebydendgruppen von 1,15 zu 1 was einfTrSoTaren Ge- 
imschvemaltms von alpha-(propan-l-al-3-oxy)^mega-butoxy-Polyoxyethylen (mittlere molare Masse 4950 g/mol) zu 
alph^g^-butoxy-Poly^yethylen (mittlere molare Masse 9500 g/mol) von 93 zu 7 entsprfcbt Hydroxyendgrup- 
pen su d mcht nachweisbar. Das resultierende Polymergemisch kann iiber die fteie Aldehydgruppe direkl an freS 
^S 8rUPPeD (Ly81nreSte) VO " EroteiDen werden, ohne die unerwiinschte \fernetzung der Proteinc Vm 

Beispiel 2 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-keto^mega-benzyloxyethylens mit alpha-omegB-di-Benzyloxypolyoxyethylenen 

(molare Masse 19000 g/mol) 

[0034] Zu einer Losung von 0,27 g 1 , l-Dimethoxy-cyclohexan-2-ol in 2 ml THF in einem Druckreaktor bei Wanmtem- 
Pj"«de*unt^ 

schheBend warden 45 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fUr 48 Stunden gertihrt Nach der Abrea^on 
S WrZ^tZtT °l g N T f H D e T Ut 8eSteUt UDd Be -y^'°rid ™ ObLchuss zugegeben Q^Z 

m ^^^ZTfnd^ ?" Reakti , ons 8 em : sch in Diethylether gegossen und das unlosliche Po ig. 

WfW^t ^^^y^w^wWassergelostmk^ 

Ix^^J^^ 1 ^ daS entstaDdeDe Methanol als Methanol- Wissergemisch unto Vakuum abdestilliert, die 
L6sung mit Natrcolauge neutralisiert und das Polymetgemisch emeut in Diethylether gefalll und filtriert. Wassrige Gel- 
H^ZSf- T UereDden P ?^ mcr 8 emischs ™« Polyoxyethylenstandards zeigt eine Veiteilung mit einem 
euiertmttleren mcOaren Masse von 19000 g/mol Qberlagert von geringen Anteilen hc^ennofekularerPrc- 
dukte. Die Bndgruppenuntersuchung mittels 'H-NMR ergibt dn Verhaltnis von Benzyl zu Ketoendgruppen von 1 4 zu 1 
nZn ^ ^ ach r milder f ^'^rMassen von 19000 gAnnl, einem molaren Germ ? schverhaltnis 'von al-' 

vc^wtzu^ol^ST^ 8 ^^^ m ^^^ga-di-benzyloxypolyoxyethylen 

von 84,4 zu 16,6 entspncbt Hydroxyendgruppen sand nicht nachweisbai 

[0035] Das resultierende Polymergemisch kann Qberdie fide Ketogruppe direkt an fide primare Aminoeruppen (Lv- 
smreste) von Protemen gekoppelt werden ohne die uneiwtlnschte Veroetzung der Protdne zu verursachei^ 

Beispiel3 

HersteUung eines Gemischs aus alpha-hydioxy-omega-metnoxy-Polyoxyalkylens mit alpha^mega-di-metboxy-Polv- 

oxyethylenen (molare Masse 10000 g/mol) 

[S^wtT °i ? i g 2-Tteahydopyranyl-oxy-ethanol in 5 ml THF in einem Druckreaktor bei Baum- 

aTw!£S H CkSt ° ff H^^T m5lBiTHF &^n. Nach der Reaktion des Natriums zum Alkoho- 
El^^ t^^T-^ g %? Cn u Und ^ Rau f ,,em P eratur to 48 Stunden geruhrt. Nach der Abreaktion des Ethy- 
leooxids wirf Methylchlond im tJberschuss zugegeben (lg) und bei Raumtemperatur fur 4 Stunden geruhrt Das Reak- 
b^gemisch wudin Diethylether gegossen und das unlosliche Polymergemisch aus dpha-(2^y-Tetrahydropyranyl> 

a^ha^ga-Dimethoxypolyoxyethyleri abfimiert. Die EndgrZSS 
chung mittels l H-NMR ergibt em VerhUtms von Tetrahydropyranyl zu Methylendgruppen von 1 zu 1.15 w^unter der 
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Annahme gldcher mittlerer molarer Massen, einem molaren Gemischverhaitnis von alpha-(2-oxy-Tbtrahydropyranyl-)- 
omcga-methoxy-PDlyoxyethyleiieD zu alpha-omcga-di-methoxypolyoxyethylcn von 93 zu 7 entspricht. Entscheidend 
ist, dass nach diesem Reaktionsschritt keine Hydroxyendgruppen nachweisbar sinci Das Polymer wird zur Abspaltung 
der 3 ADihydro-2H-pyrangruppe in Wasser geldst mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnscnlieBend wird das entstandene 3,4^Dihydro-2H-pyran unter Afekuum abdestilliert, die LBsung mit Nalronlauge neu- 
tralisiert und das Poiymcrgemisch erneut in Diethylether gefallt und filtriert In diesem ReaktionschriU entstehen ein Gc- 
misch aus alrAa-hydroxy-omega-methoxy-Polyoxyethylen undalpbMniega-ametboxy-Polyoxyethylen. WassrigeGel- 
chromatographie des resultierenden Polymeigemischs mit Poiyoxyethylenstandards zeigt eine Vfeitdlung mit einem 
Hauptpeak bei einer nritlleren molaren Masse von 10200 g/mol Das resultierende Polymergemisch wird anschlieBend 
durch Umsetzung mit 4-Nitrophenylchlorformiat in ein Germscb aus alpha-(4.Nitrophenylforniiat>alaivierten^rnega- 
methoxy-Polyoxyethylen und Dimethoxypolyoxyethylen umgesetzt, das zur Kopplung an Proteine eingesetzt werden 
kann. Da vor der Aktivierung mit Nitrophenylchlorfoxmiat keine alpha-oniega-di-hydroxy-Pblyoxyethylene vorhanden 
waren, entstehen keine alpb^mega^akn\ierten-Poiyoxyethylene und die Kopplung an Proteine veriiiuft ohne die un- 
erwGnschte Vernetzung der Proteine zu verursachen. 



Beispiel 4 

Herstellung eines Gemischs aus einem veizweigten alr*a^nu5foyl-3^xy-but^ 

ethylen mit veizweigten alpha-omega-polybutyloxy-Polyoxyethylenen 

[0037] Zu euaer Losung von 03 g 4ADirnethoxy-2".methyl-2-butanol in 10 ml TOP in einem Druckreaktor bei Raum- 
temperatur werden unter Stickstoff 0,41 g DiphenylmethylkaUum in 5 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindet 
[0038] AnschlieBend werden ein Gemisch aus 55 g Ethylenoxid und 0,16 g Glycidol zugegeben und bei Raumtempe- 
ratur fur 48 Stunden gerilhrt Nach der Abreaktion des Ethylenoxids/Glycidol Gemisch wird 1-Ghlorbutan im Ober- 
schuss zugegeben (2 g) und bei 40°C fdr 24 Stunden geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und 
das unlosliche Polymergemisch aus veizweigten alpha^4,4-Dimethoxy-2-rr^ 

lyoxyethylenen und alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyettiylen abfiltriert Das Polymer wird in Wasser gelSst mit Saiz- 
saure bis pH 2 angesauert und fur 2 Stunden auf 90°C erhitzt. AnschlieBend wird das entstandene Methanol unter Ya- 
kuum abdestilHert, die Losung mit Nalronlauge neutralisiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefallt und 
filtnert Die Endgruppenuntersuchung mitteis l H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Butylzu Aldehydendgruppen von 2, 3 
zu 1 was, unter der Annahme gleicner mitUerer molarer Massen, einem molaren Gemischverhaltois von alpha-(-2^me- 
thyl-2-oxy-butan-4~al)^^ zu alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyethylen von 91 zu 

9 entepncht Bedingt durch die \ferzweigungen ist eine Molmassenbestimmung iiber Gelperiiieationschromatographie 
mit Polyemylenglykolstandards nur schlecht moglich. Entscheidend ist jedoch. dass keine Hydroxyendgruppernach- 
weisbar smd. J * ^ 

[0039] Das resuitierende Polymergemisch kann Ober die freie Aldchydgruppe direkt an freie primare Aminogruppen 
(Lysmreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwfinschte \fernetzung der Proteine zu verursachen. 

Patentansproche 

1. Gemische aus mindestens 70 Gew,-%, bevorzugt mindestens 90Gew.-% alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an Dmydroxy-Polyoxyalkylenen als Verunreinigungen kleiner 1 Gew-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

2. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha-oinega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylene als Verunreinigungen kleiner 1 Gew-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

3. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-al^vierten^tnega-hydroxy-Po- 
lyoxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% di-hydroxy-Polyoxyalkylenen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylen \ferurireinigungen kleiner 1 Gew.-% bevorzuet klei- 
ner als 0,2 Gcw.-% ist. 

4. Gemische gemaB Anspruch 1-3, erhalUich nach einem \ferfahren gemaB Anspruch 13-18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie aus Mtiatormolekiileu der allgemeinen Formel 

RVAHR^jCXHX 

mit H = acides Wasserstoffatom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte 
oder akhvierbare Gruppe, X = O oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder Ci bis CirAlkyl, b = 0 bis 7 
und e = 1 bis 12, R einebeliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasseretoffketie mit 1 bis 12 C-Atomen an denen 
XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

die mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgruppe (X) aurweisen und gleichzeitig 
eine aktiyierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedineuncen stabil 
ist, geschiitzt ist, hergestellt weiden. 

5. Gemische gemaB den vorangehenden Ansprflchen, dadurch gekennzeichnet, dass der mehrstufige Herstellungs- 
prozess aus folgenden 4 Schritten besteht: 

1. Schritt: Oberffihrung des mitiatormolekQls gemaB Anspruch 4 R*-(A)-((R l( VXH) e ) in das entsprechende Iniua- 
toramon R -{A)-(R lu )pr (fur e = 1) bzw. in das miUatorpolyanion R 4 -(A>-(R lfi ) j PO 0 (fur e > 1) 

2. Schritt: Anionische Polymerisation eines Alkyienoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden mit dem Initiato- 
ranion als Startmoiektil zu einem alpba-geschutzteiM)mega-hydroxy-Polyoxyalkylca 
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3. Schritt Veretberung der im Schritt 2 entstebenden omega-Hydroxygruppen des alpha-geschtitzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen mit einem AlkyUemngsreagens. 

4. Schritt: Abspaltung der Schutzgruppe (R*) des alpha-gcschfltzten-omega-alkoxy-Polyoxyalkyleos bzw. des al- 
pha-geschutzteo-omega-poly- alkoxy-Polyoxy alkylens zur Preisetzung der aknvierten Gruppe oder aktivierbaren 
Gruppe (A) des ursprflnglichen ImtiatonnolekOls. 

6. Geraische gemaB den AnsprOchen 2 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass sie durch einen mebrstufigen Prozess 
aus Hydroxy- oder Aminoacetalen oder Hydroxy- oder Aminothioacetalen gemaB folgender allgemeincr Forrael als 
Initiatormolekiil hergeslellt werden. 

R8Z v Z 

R 6 -C-RMXH)e <R^ R^C-R 7 -(XH)e 



R 8 = dbisC l8 -Alkyl 

R 6 = H oder Ci bis C l8 -Alkyl 

R 7 = eine beliebigc iineare oder veizweigte Kohlenwasserstoffkctte mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 mit R 3 = H, Aryl oder Ci bis C l2 - Alkyl 
Z = O oder S, R 9 = Q bis C ir Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

7. Gemiscbe nach Anspruch 2-o\ dadurch gekennzeicbnet dass die aktivierte Gruppe eine Aldehyd- oder Xeto- 
gruppe ist. 

8. Gemiscbe gemaB den AnsprOchen 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene InitiatormolekQl eine 
einfach geschtttzte Di- oder Polyhydroxyverbindung darstellt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingungen 
stabil ist, jedoch unter sauren oder hydrierendeo Reakti onsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden kann. 

9. Gemische gemSB den AnsprOchen 1 bis 5 und Anspruch 7 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene 
Initiatormolekiil eine der folgenden allgemeinen Strukturformeln aufweist 

tf-O- (CH 2 CH 3 0) d H f^-O-CHr-CtCHaOHJj 



R 4 -0-CH2-CR 11 (CH20H) 2 F^-^-CHHCHOH^HaOH 



HOCHHCHOH)rCH-(CHOH) fl (CH20H) 



mit R = Benzyl, tert-Butyl, Triphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl Trimethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
Memoxyethoxymethyl, l-Ethoxyethyl, 1-Melhyl-l-methoxyethyl, 1-Memyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 
zyl, Thalkylsilyl 

und d = Obis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R 11 = Ci-C$-Alkyl. 

10. Gemiscbe gemaB den vorangegangenen AnsprOchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyoxyalkylen Poly- 
oxyethylen ist 

11. Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkylen- 
oxiden in Schritt 2 des mehrstufigen Prozesses ein Gemisch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 

0. 1.4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

1Z Gemische gem2B den vorangegangenen AnsprOchen, dadurch gekennzeichnet, dass die mittlere molare Masse 
der erfindungsgemaBen Gemische zwischen 1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol 
liegt 

1 3. Verfahren zur Herstellung der Gemische aus Anspruch 1-13, durch einen mehrstufigen Herstellungsprozess der 
aus folgenden 4 Schritten besteht 

1. Schritt tfberfiihrung des Initiatormolekflls gemaB Anspruch 4 oder 9 in das entsprechende Initiatoranion gemaB 
folgender Reaklionsgleichung 

Baso 

^AHR^jPCH), » R 4 ^AHR 10 )j(X-) (ftire=1) 

rMaHR 10 WX). (fUre>1) 

2. Schritt Anionische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden mit dem Initiato- 
ranion als Startmolekul zu einem alpha-gescbutzten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen bzw. zu einem alpha-ge- 
schQtztenKmiega-polyhydroxy-Polyoxyalkyien gemaB folgenden Reaktionsgleichungen: 
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1. Polymerisation 

2. Neutralisation (♦H*) 

R*-(AMR 10 h(X-). + nCHr-CHR 1 ► 

\ / 
O 

RMA)-(R 10 )pCCH2CHR 1 (OCH 2 CHR 1 ) n . 1 OH- (fQr 9=1) 

RM^KR^jtXJCHzCHR^^OCHjCHR^^^OHIe (fQr e>1) 

oder 

1 Polymerisation 

2. Neutralisation (*H*) 

R^AMR^jX- + nCHz-CHR 1 + CrV-CHCHzOH ► 

\ / \ / 

O O 

R 4 ^AHR , V^CH 2 CHR 1 0) p CH 2 CH(OCH2CHR 1 ) n ^ p OH 

CH^OCHzCHRXOH 

mit R 4 = Schutzjpuppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder aktivierbare Gruppe, X = O 
oderNR und R = H, Aryl oder Ci bis C ir Alkyl, n = 5 Hs 2000, R 1 = Q bis 

len zwischen 0 und 2000 wobei gilt m + p < n, e = 1 bis 12, R 10 eine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwas- 
serstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

3. Schritt: Veretherung der im Schritt 2 entstehenden omega-Hydroxygruppe des alpha-geschUtzten-omega-hy 
droxy-Polyoxyalkylen bzw. des entsprechenden Alkoholatanions mit einem Alkylierungsreagens gemMB folgender 
Reaktionsgleichung 

1. +Base 

2. + R»Y /-V 

R 4 -<AHR 10 )pCCH 2 CHR 1 (OCH 2 CHR 1 ) n . 1 OH" ► 

R^AJ-C^VC^CHRVOCHaCHR^^OR 5 (fQre=1) 

bzw. 

1+Base 

2. ♦ e / - e T 

R 4 -(A)^R 1 %(X(CH 2 CHR 1 ) 1 MOCH 2 CHR 1 ) <n . 1K<> OH)e ► 

RN^^R^tX^HjCHR^i^OCHiCHR^^^OR 5 ^ (fflr e>1) 

mit R 5 = Ci bis Cir Alkyl und Y = Halogen oder SO4-R 5 
n, e, A, R 4 , X, R 1 , R 10 haben dieBedeutungen wie oben. 

4. Schritt: Abspaltung der Schutzgruppe (R 4 ) des alpha-geschUtzterM5mcga-alkoxy-Polyoxy alkylen zur Freisetzung 
der aktivierten oder aktivterbaren Gruppe (A) des ursprungUchen Muatorrnolekflls. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Alkylenoxid Ethylenoxid ist 

15. Verfahren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Gernisch aus Alkylenoxiden ein Ge- 
misch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Initiatormolekul ein Hydroxy- oder 
Aminoacetal oder ein Hydroxy- oder Aininothioacetal gemaB einer der folgendeo allgemeinen Formeln ist 
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R 6 -C-R 7 -(XH) e (rf^ R V C _ R 7_ ( XH)e 

R a = Ci bis C 18 -Alkyl 

R 6 = H Oder Ci bis Ci&-Alkyl l0 
R 7 = cine beliebige lineare oder verzweigte Kohlen wasserstofikette rait 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Resle ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 tmt R 3 = H, Aryl oder Ci bis Ci 2 -Alkyl 
Z = OoderS 

R 9 = Ci bis Cir Alkenylrest 

und e = 1 bis 12. 15 

17. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene Initiatormolekul eine 
einfach geschutzte Di- oder Folyhydroxyverbindungen darstellt, deren Schutzgruppe untex alkalischen Bedingun- 
gen stabil ist, unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden kamy 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das IniuatoimolekM eine der folgenden allgemei- 
nen Strukturfornieln aufweist 

R 4 -0-(CH 2 CH 2 0) d H ^-O-CHj-C^HjOHJa 



20 



R 4 -0-CHr-CR 11 (CH20H) 2 tf-O-CHHCHOHJa-CHaOH 



25 



30 



HOCHHCHOH)rCH-(CHOH) g (CH20H) 
OR 4 

mil R 4 = Benzyl, tert-Butyl, Triphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl Trimethoxybenzyl, Di-me- 35 
thoxybenzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Telrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymetbyl, t-Butoxymethyl, 2- 
^^^^^yjnethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-MethyH-methoxyethyl, l-Methyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 

und d = 0 bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R u = Q-Q-Alkyl. 

19. Gemische aus einfach akdvierten oder einfach aktivierbaren Polyoxyalkylenen nut nicht aktivierten und nicht 40 
aktivierbaren Pblyoxyalkylenen gemSB Anspruch 1 bis 12, erfa&tlich nach dem Wahren der Anspriiche 1 3 bis 1 8, 

20. Verweodung der Genrische, die einfach aktivierte Polyoxyalkylenen enthaken gemSB Anspruch 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
10, 11, 12 und 19 zur chenrrischen Kopplung und Modifizierung von Proteinen und biologisch aktiven Molekulen! 

21. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierbare Polyoxyalkylene enlhalten gem&B Anspruch 1, 4, 5, 8, 9, 

10, 11, 12 und 19 zur Herstellung von Genrischen aus spezifisch einfach aktivierten Polyoxyalkylenen die zur che- 45 
mischen Kopplung und Modifizierung von Proteinen und anderen biologisch aktiven Molekfilen eingesetzt werden 
kdnnen. . 



50 



55 



60 



65 
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